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Resumen 
 
Se realizó un estudio para determinar la posible irritabilidad dérmica y 
oftálmica de la crema cosmética OZONOL® y de su principio activo el 
aceite de teobroma ozonizado. Los ensayos se llevaron a cabo en 
conejos con las técnicas descritas en los procedimientos normalizados 
de trabajo establecidos en el Centro de Investigaciones y Evaluaciones 
Biológicas de la Universidad de La Habana. Ni la crema cosmética 
OZONOL® ni su principio activo el aceite de teobroma ozonizado 
resultaron irritantes en la piel de los conejos ensayados ni en las 
estructuras oculares de los conejos evaluados; por lo que puede 
afirmarse que cumplen con los requisitos indispensables para ser 
aceptados como crema cosmética con efecto suavizante, hidratante y 
antiarrugas y como principio activo para la elaboración de productos 
para uso cosmetológico. 
 
Palabras claves: Crema cosmética OZONOL®, aceite de teobroma 
ozonizado, irritabilidad dérmica, irritabilidad oftálmica, conejos. 
 
 
Abstract 
 
A study was developed to determine the possible dermal and 
ophthalmic irritability of the cosmetic cream OZONOL® and the active 
principle ozonized theobroma oil. The trial was conducted in rabbits 
and the techniques described in the standardized procedures of work 
established by the Center of Biological Research and Evaluations from 
Pharmacy and Food Institute of Havana University were used. Cosmetic 
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not irritate the skin of the studied rabbits and do not have irritant 
effect in the ocular structures on the evaluated rabbits. Therefore, we 
can affirm it fulfills the indispensable requirements for the acceptance 
as cosmetic creams with conditioner, moisturizer and antiwrinkles 
effect and as active principle for the elaboration of products of 
cosmetologic use.  
 
Key Words: Cosmetic cream OZONOL®, ozonized theobroma oil, 
dermal irritability, ophthalmic irritability, rabbits.  
 
 
Introducción  
 
E l  a c e i t e  d e  T e o b r o m a  h a  s i d o  muy utilizado en formulaciones 
cosméticas sobre todo como base de ingredientes con propiedades 
terapéuticas (Westfield y col., 1986,  Zoumas,  y col., 1998a,b). Sin 
embargo, se ha comprobado que al ozonizar el aceite de teobroma se 
forman compuestos oxigenados como ozónidos, hidroperóxidos y 
aldehídos los cuales le confieren a este aceite  propiedades 
antimicrobianas in vitro e in vivo contra la Candida albicans, (Lezcano 
y col., 1998, Fernández y col., 2006, Díaz y col., 2007).  
 
El aceite de teobroma ozonizado se ha utilizado como principio activo 
en la elaboración de cremas cosméticas, las cuales han sido utilizadas 
en un ensayo clínico realizado en la consulta dermatológica del Hospital 
Docente Clínico Quirúrgico “Dr. Salvador Allende” (Cuba), para la 
patogénesis de la involución cutánea, evidenciando propiedades 
emolientes, nutritivas y antiarrugas
 (Rosabal y col., 2008). 
 
Las cremas cosméticas en general son aplicadas sobre la piel, por lo 
que estas deben ser evaluadas para garantizar su seguridad en la 
aplicación (Henkes y col., 1973). En 1944, En 1944, Draize y 
colaboradores  propusieron los ensayos de irritabilidad dérmica y 
oftálmica para los posibles efectos causados por cualquier sustancia 
que se ponga en contacto con la piel o con las estructuras oculares. 
 
En Cuba se encuentran establecidas acciones regulatorias en 
concordancia con las legislaciones internacionales para los cosméticos, 
los cuales son evaluados atendiendo a sus características físico-
químicas, microbiológicas y toxicológicas. Es por ello que para su uso y 
comercialización se debe cumplimentar una serie de indicadores 
toxicológicos entre los que se encuentran los ensayos de irritabilidad 
dérmica e irritabilidad oftálmica que garantizan, dentro del margen de 
error que siempre trae aparejada la extrapolación del animal al 
hombre, que los productos que resulten no irritantes, no lo serán 
potencialmente en el hombre (Manual, 2009). 
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Por estas razones el presente trabajo tiene como objetivo la evaluación 
del potencial irritante de la crema cosmética OZONOL® y su principio 
activo el aceite de teobroma ozonizado en la superficie ocular y en la 
piel de conejos de experimentación. 
 
Materiales y  Métodos 
 
Fueron realizados dos ensayos, irritabilidad dérmica e irritabilidad 
oftálmica. en el  Centro de Estudio para las Investigaciones y 
Evaluaciones Biológicas del Instituto de Farmacia y Alimentos (CEIEB-
IFAL) siguiendo los lineamientos trazados por la Comunidad Económica 
Europea (EEC, 1979), (EEC, 1992) así como en las guías de la OECD 
(OECD, 1987,1992) y las ISO, (ISO, 1996), (SOP, 1980). 
 
Selección de los animales 
 
Ensayos de Irritabilidad dérmica y oftálmica 
 
Para cada uno de estos ensayos se emplearon 3 conejos machos de la 
línea F1, procedentes del CENPALAB con su correspondiente certificado 
de salud. Dichos conejos tenían un peso corporal entre 1,8 y 2,0 kg, de 
acuerdo a lo establecido por la (OECD, 1987, 1992).   
 
Los conejos se mantuvieron en climatización con agua y comida ad 
libitum, con un ciclo luz/oscuridad 12 x 12 horas, temperatura 22 ± 
1°C y humedad 50 ± 5 % según lo establecido por la (OECD, 1987, 
1992). 
 
Productos utilizados para realizar los ensayos 
 
En cada ensayo se utilizó la crema cosmética ozonizada OZONOL® 
(Díaz y col. 2007)  y el principio activo aceite de teobroma ozonizado 
(Díaz y col. 2008). Ambos productos fueron fabricados en el Centro de 
Investigaciones del Ozono (CIO, Ciudad de La Habana), conteniendo el 
principio activo aceite de teobroma ozonizado un Índice de Peróxidos 
de 1 200  mmol-equiv/kg (BP, 2000). La crema cosmética ozonizada 
OZONOL® fue elaborada con un 40 % del principio activo aceite de 
teobroma ozonizado y excipientes c.s.p. 100 %.  
 
Ensayo de irritabilidad dérmica 
 
Para la realización de este ensayo los conejos fueron depilados a 
ambos lados de la columna vertebral 24 h antes de iniciarse el ensayo.  
Fueron tomados todos los cuidados para evitar que se erosionara la 
piel y solo aquellos animales con la piel intacta fueron utilizados (Nixon 
y col., 1975). Posteriormente se seleccionaron los sitios de piel 
adecuados para el estudio y se aplicaron 0,5 g del producto en un sitio 
de piel diferente de cada animal.  El producto se mantuvo expuesto en REDVET. Revista electrónica de Veterinaria 1695-7504       
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el sitio de la piel cubierto con parche de gasa estéril y fijado con 
esparadrapo hipoalérgico durante 4 horas. Los animales permanecieron 
por 5 horas en el cepo para evitar su acceso al parche y que pudieran 
ingerir o inhalar el producto.  A continuación se retiraron los parches y 
la zona de aplicación se lavó con solución salina fisiológica.  
 
Se realizaron lecturas de las variables eritema y edema a los tiempo de 
1, 24, 48 y 72 horas. La irritación dérmica fue registrada de acuerdo 
con la tabla descrita por Draize (1944)  y que aparece recogida en la 
norma de la (OECD,1992). Por otra parte, de encontrarse otro signo 
clínico también era registrado en los modelos habilitados al efecto. 
 
El cálculo del Índice de Irritación Primario (IIP) se efectuó teniendo en 
cuenta los resultados obtenidos a partir de las 24 h tal como se plantea 
en la norma (ISO, 1996), y dividiendo la suma de estos (resultados de 
24h + 48h+ 72h), para eritema y edema entre 9, es decir, tres conejos 
por tres días en que se realizaron las evaluaciones. 
 
En caso de encontrarse alguna marcada reacción eritematosa o 
edematosa, se seleccionaban los órganos relacionados con el evento 
así como porciones de la piel tratada para su procesamiento 
histopatológico. 
 
Ensayo de irritabilidad oftálmica 
 
En el ensayo de irritabilidad oftálmica se aplicó una dosis de 0,1 g del 
producto en el fondo del saco conjuntival del ojo derecho, que 
permaneció cerrado por un período de 15 seg; en el ojo izquierdo no se 
aplicó producto alguno, tomándose a manera de control. Se realizaron 
evaluaciones de tres estructuras: la conjuntiva, el iris y la córnea, a los 
tiempos de 1, 24, 48 y 72 horas 
 
La irritación oftálmica fue registrada de acuerdo con la tabla descrita 
por Draize (1944)  y que aparece recogida en la norma de la 
(OECD,1987). Para el cálculo del IIO (Índice de Irritación Ocular) se 
determinó la suma de todas las observaciones que se encontraron en 
las tres estructuras analizadas (córnea, iris y conjuntiva), en los 
tiempos prefijados y este valor se dividió por 12 (3 estructuras, 4 
tiempos de evaluación).  
 
Pesada de los animales 
 
Loa animales fueron pesados al inicio y al cuarto día del ensayo, para 
determinar si había alguna afectación en cuanto a la ganancia en peso 
de los mismos. Los valores de las pesadas fueron procesados 
estadísticamente mediante una prueba de Anova simple (Statistic, 
2004). 
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Resultados y  Discusión  
 
Ensayos de irritabilidad dérmica del principio activo aceite de 
teobroma ozonizado y de la crema cosmética OZONOL®. 
  
El día del ensayo, y durante los tres días posteriores se efectuaron 
lecturas de la piel para eritema, edema y escaras evaluándose por la 
tabla descrita por Draize. No se observaron alteraciones en las 
evaluaciones efectuadas después de haber quitado el parche, por lo 
que el valor de índice de irritación fue de 0,0, lo que cataloga a los 
productos aceite de teobroma ozonizado principio activo y crema 
cosmética ozonizada OZONOL® como  no irritante para la piel (Tabla 
1).  
 
Tabla 1. Ensayos de irritabilidad dérmica del principio activo aceite de 
teobroma ozonizado y de la crema cosmética OZONOL®. 
 
PRODUCTO 
Tiempo de 
Evaluación (h) 
IIP  CLASIFICACION 
Aceite de 
teobroma 
ozonizado 
1, 24, 48 y 72  0  No irritante 
Crema cosmética 
OZONOL® 
1, 24, 48 y 72  0  No irritante 
(H): Horas 
IIP: Indice de irritabilidad primario 
 
Este resultado reviste gran importancia pues demuestra que tanto el 
principio activo aceite de teobroma ozonizado como la crema cosmética 
ozonizada OZONOL® pueden ser utilizados sin que causen irritación en 
la piel. 
  
Ensayos de irritabilidad oftálmica del  principio activo aceite de 
teobroma ozonizado y de la crema cosmética OZONOL®. 
 
En las tablas 2 y 3 se presentan las diferentes lecturas realizadas de 
las afecciones que se encontraron  a una  sumatoria de  las distintas 
estructuras estudiadas (conjuntiva, iris y córnea) con Aceite de 
Teobroma Ozonizado principio activo, Crema Cosmética OZONOL® y 
los índices de irritación ocular. 
  
Se presentaron alteraciones en la conjuntiva de los animales durante la 
primera y veinticuatro horas del ensayo. No se observaron alteraciones 
en las diferentes estructuras del ojo a las 48 y 72 horas de aplicado el 
producto. El índice de irritación ocular obtenido es de 4,16, el cual se 
encuentra por debajo de 10 puntos, según lo reportado por (García, REDVET. Revista electrónica de Veterinaria 1695-7504       
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2000) por lo cual se considera el Aceite de Teobroma Ozonizado como 
No Irritante. 
 
Tabla 2. Ensayo de irritabilidad oftálmica con el Aceite de Teobroma 
Ozonizado principio activo. 
 
OBSERVACIONES 
CONJUNTIVA CÓRNEA  IRIS 
 
HORAS 
Eritema Edema Secreción Área Opacidad +  - 
 
TOTAL 
1 6 5  7 - -  -  -  36 
24 3 3  1  -  -  -  -  14 
48 -  -  -  -  -  -  -  - 
72 -  -  -  -  -  -  -   
Total 50 
INDICE DE IRRITACION OCULAR  4,16 
 
Como puede observarse en la Tabla 3 los daños oculares fueron 
ligeros. Se presentaron alteraciones en la conjuntiva y la córnea de los 
animales durante la primera hora del ensayo, no se encontraron 
afectaciones en el iris. No se observaron alteraciones en las diferentes 
estructuras del ojo a las 24, 48 y 72 horas de aplicado el producto. El 
índice de irritación ocular obtenido es de 8, el cual se encuentra por 
debajo de 10 puntos según lo reportado por (García, 2000) por lo cual 
se considera la Crema Cosmética OZONOL® como No Irritante.  
 
Tabla 3. Ensayo de irritabilidad oftálmica con la Crema Cosmética 
OZONOL® 
 
OBSERVACIONES 
CONJUNTIVA CÓRNEA  IRIS 
 
HORAS 
Eritema Edema Secreción Área Opacidad +  - 
 
TOTAL 
1 8 1  9  12  3  -  -  96 
24 -  -  -  -  -  -  -  - 
48 -  -  -  -  -  -  -  - 
72 -  -  -  -  -  -  -  - 
Total 96 
INDICE DE IRRITACION OCULAR  8 
 
Evaluación del peso de los animales 
 
Se efectuaron dos pesadas de los animales al inicio y la otra al término 
de cada ensayo, lo cual se muestra en las tablas 4 y 5. REDVET. Revista electrónica de Veterinaria 1695-7504       
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Tabla 4. Pesadas efectuadas a los conejos sometidos al estudio con 
Aceite de Teobroma Ozonizado principio activo.  
 
Peso (kg) 
Conejo 
INICIAL FINAL 
1 2,0  2,05 
2 2,1  2,17 
3 2,0  2,11 
 
Tabla 5. Pesadas efectuadas a los conejos sometidos al estudio con 
Crema Cosmética OZONOL®.  
 
Peso (kg) 
Conejo 
INICIAL FINAL 
1 2,17  2,22 
2 2,07  2,10 
3 2,68  2,70 
 
Se comprobó que no existen diferencias significativas entre el peso de 
los animales al inicio y al final de ambos estudios,  con una p = 0,1860 
para el ensayo de Aceite de Teobroma Ozonizado principio activo y una 
p = 0,9053 para el ensayo de  la Crema Cosmética OZONOL®, siendo 
ambos mayores que 0,05.  
 
No se observaron otros signos clínicos en los animales sometidos al 
ensayo.  
 
No fue necesaria la toma de muestras de piel para el estudio 
histopatológico. 
 
Conclusiones 
 
1.  No se observaron alteraciones en la piel de los animales tratados 
con los productos Aceite de Teobroma Ozonizado principio activo 
y Crema Cosmética OZONOL® El índice de irritación primario fue 
en todos los casos de 0,0. 
2.  E l  a c e i t e  d e  T e o b r o m a  O z o n i z a d o principio activo y la Crema 
Cosmética OZONOL® tienen un índice de irritación ocular de 
4,16 y 8 respectivamente,  por lo que ambos productos  se 
consideran como no irritante. 
3.  No se observaron otros signos clínicos en los animales estudiados 
en los ensayos.  
 REDVET. Revista electrónica de Veterinaria 1695-7504       
2010 Volumen 11 Número 04 
 
Evaluación del poder irritante de la Crema Cosmética OZONOL ®. 
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n040410/041004.pdf 
 
 
8
Bibliografía 
 
•  BP. British Pharmacopoeia. Peroxide value. Appendix XF, IA, IB, 
2000. 
•  Díaz, M.; Martínez, G.; Gavín, J.A.; Meneau, R.I.;  Fernández, I. 
Estudio de la grasa de teobroma ozonizada usando la Resonancia 
Magnética Nuclear protónica y análisis microbiológico.  Grasas y 
Aceites, 2007, 58(1), 15-19. 
•  Díaz, M.; Fernández, H.; Gómez, M.;  Meneau, R.I.; García, K.; 
Sánchez, Y.; Dennis, P.; Piña, Y.; Manet, B.; García, L.; Dayana, 
Gil. Renovación de la Materia Prima ozonizada para cosmético. 
Marca OZONOL®. 2007,  2R-069/04 XII.   
•  Díaz, M.; García, K.; Sánchez, Y.; Hernández, F.; García, L.; 
Meneau, RI.; Gómez, M.; Fernández, LA.; Sánchez, E.; Gil, D.; 
García, G.; Piña, Y.; Díaz, A.; Rosabal, M.; Manet, BM.; Nicolás, 
PD.;  Fernández, I. Registro sanitario Crema Suavizante, Marca:  
OZONOL®, 2008, 074/08 LX.  
•  Draize, J.H.; Woodard, G.; Calvery, HO. Methods to the study of 
the irritation and toxicity of substances applied topically to the skin 
and mucous membranes. J. Pharmacol. Exp. Ther., 1944, 82, 377-
390. 
•  EEC. Methods for the determination of toxicity.  Council Directive 
79/831/EEC, 18 September 1979, Annex V, Part B, Annex VII, 
4.1.5.  
•  EEC. Métodos para la determinación de la toxicidad. Directiva 
79/831/EEC, Parte B: Diario Oficial de las Comunidades Europeas, 
1992, 107, NL(383 A), Anexos VII y VIII.  
•  Statistic. Release: 6 Copyright Statsoft. All rights reserved. Inc: 
1984 – 2003. 
•  Fernández, I.; Curtiellas, V.; Sánchez, E. Antimicrobial activity in 
vitro of ozonized theobroma oil on Candida albicans. Ozone-Sci 
Eng., 2006,    28(3), 191-196. 
•  García, G. Estudios Toxicológicos de Primera Barrera. La 
Toxicología Alternativa. Tesis para optar por el grado de Maestro 
en Ciencias en Toxicología Experimental, Instituto de Farmacia y 
Alimentos, Ciudad de la Habana, 2000, 121. 
•  Henkes, H.; Canta, LR. Drug-induced disorders of the eye. In: 
Excerpta Medica. Proceedings of the European Society for the 
Study of Drug Toxicity, edited by WAM Duncan New York (USA): 
Elsevier/North-Holland, 1973, 146-153.  
•  Biological evaluation of medical devices. Test for irritation and 
sensitization. Part 10. European Committee for Standardization, 
ISO 1996, 10993-10. 
•  Lezcano, I.; García, G.; Martínez, G.; Molerio, J.; Zamora, Z.; 
Fernández, C.; González, C.; Castañeda, D. Efectividad de la 
manteca de cacao ozonizada para el tratamiento de la candidiasis 
vaginal. CENIC C. Biol. 1998,. 29(3), 209-212. REDVET. Revista electrónica de Veterinaria 1695-7504       
2010 Volumen 11 Número 04 
 
Evaluación del poder irritante de la Crema Cosmética OZONOL ®. 
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n040410/041004.pdf 
 
 
9
•  Manual de Indicadores Sanitarios Empleados en la Evaluación de 
Alimentos, Cosméticos, Artículos de Aseo, Juguetes y Productos y 
tecnologías Ambientales. 4
ta ed. Ministerio de Salud Pública. 
Instituto de Nutrición e Higiene de los Alimentos, Ciudad de la 
Habana, 2009, 121-124. 
•  Nixon, GA.; Tyson, CA.; Wertz, WC. Interspecies comparisons of 
skin irritancy. Toxicol. Appl. Pharm., 1975, 31, 481-485. 
•  OECD, Organization for Economic Co-operation and Development 
Eye irritation testing. OECD guidelines for testing of chemicals. 
Test guideline Paris, 1987, 405. 
•  OECD, Organization for Economic Co-operation and Development 
Acute skin irritation and corrosive testing. Guidelines for testing of 
chemicals. Test guideline Paris, 1992, 404. 
•  Rosabal, M.; Díaz, A.; Díaz, M. Efectividad de una crema cosmética 
ozonizada en la involución cutánea. Tesis para optar por el Título 
de Especialista de primer Grado en Dermatología. Instituto 
Superior de Ciencias Médicas. Facultad de Ciencias Médicas. “Dr. 
Salvador Allende”. Ciudad de La Habana. 2008, 53. 
•  Standard Operating Procedures. Toxicology. Inveresk Research 
International, Ltd. IRI. Edinburgh. Paget, G.E. and Thomson, R. 
1980, 1.  
•  Westfield, N.J.; Deckner, G.E. Skin treatment composition and 
method. 1986, US 4847267. 
•  Zoumas, B.L.; Hershey, P.A.; Tarka,  S.M.; Hershey, P.A.; McKim, 
J.M.; Elizabethtown, P.A.; Simmons, B.J. Use of Hydrolyzed cocoa 
butter for percutaneous absorption. 1998a,  US 5849729. 
•  Zoumas, B.L.; Hershey, P.A.; Tarka,  S.M.; Hershey, P.A.; McKim, 
J.M.; Elizabethtown, P.A.; Simmons, B.J. Use of cocoa butter or 
partially hydrolyzed cocoa butter for the treatment of burns and 
wounds. 1998b, US 5837227. 
 
 
 
 
 
 
 
REDVET: 2010, Vol. 11 Nº 04 
 
Recibido 05.09.09 /  Ref.Prov.SEP0907B / Revisado 22.09.10     / Aceptado: 10.03.10 /  
Ref.Def. 041004_REDVET / Publicado: 01.04.10 
 
Este artículo está disponible en http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030310.html concretamente en  
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n040410/041004.pdf 
 
REDVET® Revista Electrónica de Veterinaria está editada por Veterinaria  Organización®.  
Se autoriza la difusión y reenvío siempre que enlace con Veterinaria.org®  http://www.veterinaria.org  y con 
REDVET® - http://www.veterinaria.org/revistas/redvet  
 
 